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غربالگری بیولوژیکی و مولکولی برخی ارقام و کلونهای امیدبخش سیب‌زمینی برای مقاومت 
به ویروس 2 سیب زمینی 
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چکیده 


ِ 


احمدوند ر.. جوانمرد طوسیء ح. و موسی پور گرجی. !. ۱۴۰۰. غربالگری بیولوژیکی و مولکولی برخی ارقام و کلونهای امیدبخش سیب‌زمینی برای 
مقاومت به ویروس > سیب‌زمینی. مجله نهال و بذر ۳۷: ۶۳-۸۲ 


این پژوهش به‌منظور غربالکری برخی ژنوتیپ‌های سیب‌زمینی شامل ۳۵ رقم تجاری در ایران و ۲۴ کلون امیدبخش 
حاصل از برنامه‌های به نژادی نست به ویروس ۸ سیب زمینی ۳۷2 2 ۲ ۷۱۲/5 ۳۵/۵۸۵) با استفاده از آزمون‌های 
بیولوژیکی و نشانگرهای مولکولی انجام شد. برای این منظور ابتدا جدایه ویروسی روی گیاه محت گل تکمه‌ای مایه‌زنی و 
خالص‌سازی بیولوژیک و سپس با مایه‌زنی روی گیاه توتون, تکثبر و در محیط کشت بافت نگهداری گردبد. برای ارزیابی 
وا کنش ژنوتیپ‌ها نسبت به این ویروس از روش استاندارد م رکز بین‌المللیی سیب‌زمینبی(6011) شامل مایه‌زنی مکانیکی و 
پیوند استفاده شد. ابتدا سه گیاهچه سیب‌زمینی از هر ژنوتبپ به‌صورت مکانیکی در شرابط کلخانه‌ای توسط عصاره آلوده به 
ویروس مایه‌زنی شد و ژنوتیپ‌ها براساس نتایج آزمون 15۸/]/]-1(۸ در دو کروه مقاوم و حساس قرار گرفتند. به‌منظور 
تعیین نوع مقاومت ژنوتیپ‌های مقاوم بر روی کیاهان گوجه‌فرنکی آلوده به ۳۷2۲ در سه تکرار پیوند و آلودکی آنها 
توسط آزمون الایزا بررسی شد. نتابج حاصل از هر دو آزمایش مایه‌زنی مکانیکی و پیوند نشان داد که ۱۲ رقم تجاری و ۱۱ 
کلون امیدبخش سیب‌زمینی دارای مقاومت از نوع بسیار بالا (۳۶ ,16515020660 ۲۵۳۵//) و ٩‏ رقم تجاری و بت 
کلون امیدبخش دارای مقاومت از نوع فوق حساسیت (1]1 ,16۵20108 ۲1۷۳۵۲۹۵051)۱۷6) نسبت به ۳۷۲ بودند. 
سایر ژنو تیپ‌ها شامل ۱۴ رقم تجاری و ۱۲ کلون امیدبخش در حداقل یکی از تکرارها به ۳۷ آلوده شدند و به‌عنوان 
حساس شناسایی گردیدند. غربالگری برای ژن‌های مقاومت 11 و 12 نیز توسط وا کنش زنجیره‌ای پلی‌مراز (۳0۶) 
به ترتیب با استفاده از نشانگرهای اختصاصبی 51021 و 10601022 در ژنو تیپ‌های با مقاومت +121 انجام شد. نتایج 
بررسی‌های مولکولی نیز نشان داد که ۱۳ ژنوتیپ سیب‌زمینی دارای ژن مقاومت 91671 هفت ژنوتیپ دارای ژن مقاوست 
2 بودند و در ژنوتیپ‌های با مقاومت +111 و حساس هیچیک از این ژن‌ها ردیابی نشد و با نتایج آزمایش‌های کلخانه‌ای 
و سرولوژیکی مطابقت داشت. با توجه به نتایج این پژوهش از ژنوتیپ‌های با مقاومت 1 به ویروس و دارای ژن 11 و با 
2 می توان در برنامه‌های به نژادی به عنوان والد مقاوم برای تولید ارقام سیب زمینی با صفات مطلوب زراعی و مقاوم 
نسبت به ۳۷5 استفاده کرد. 


واژه‌های کلیدی: سیب زمینی. مقاومت فوق‌حساسیت. مقاومت بسیار باله نشانگر مولکولی. رقم مقاوم. 


نگارنده مسئول: ع0ع.20۵11 )0۷20۲۵ مصصده تلفن: ۰۲۶۳۶۷۰۳۷۸۵ 
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مقدمه 

سیب‌زمینی (.1 16۲05۱۷ /50/00) 
نقش مهمی در تغذیه مردم جهان داشته و ارزش 
غذایی آن هم‌ردیف گندم و برنج است. 
سیب‌زمینی در ۱۴۰ کشور کشت می‌شود که 
بیش از ۱۰۰ کشور تولید کننده آن در مناطق 
گرمسیری و نیمه گرمسیری واقع شده‌اند. 
سیب‌زمینی ازنظر تولید سالیانه بعد از گندم» 
برنج و ذرت در جهان در مقام چهارم قرار دارد 
(2013 ,۵ 2 ۳20101). بر اساس آمارنامه 
کشاورزی در سال ۱۳۹۷-۹۸ سطح زیر کشت 
این محصول در کشور ۱۴۳ هزار هکتار و 
تولیدی معادل ۵/۲ میلیون تن و میانگین عملکرد 
۷ تن در هکتار بود (2019 ,وتا۸000۲۲0). 

یکی از موانع اصلی تولید سیب زمینی 
قفا رک تانق از آ فا وا ني‌هاس نان کته 
در برخی موارد عملکرد را تا بیش از ٩۰‏ درصد 
کاهش می‌دهند. در بین عوامل بیماری‌زای 
مختلف این محصول» ویروس‌هااز اهمیت 
ویژه‌ای برخوردار هستند» زیرا سیب‌زمینی به 
صورت غیرجنسی تکثیر شده و آلسودگی 
ویروسی به نسل‌های بعدی نیز منتقل می‌شود. 
تاکنون بیش از ۵۰ نوع بیماری ویروسی از 
سیب‌زمینی گزارش شده که تعدادی از آنها 
اهمیت اقتصادی داشته و در هر منطقه تعدادی از 
ات طا زک سا شاه انس هم زوم او 
می کنند. خسارت ناشی از بیماری‌های ویروسی 
به نوع ویروس و نژاد آن؛ رقم سیب‌زمینی؛ 


نحوه انتقال و شرایط محبطی بستگی دارد 


۶۴ 


و۱۸ با ۹ درضتد .کب ازشن شتده اسست 
(1972 .1 ۶۶ ۲01 46). 

ویروس 2 سیب‌زمینی (۳۷ 2 ۷۳ ۲۵/۵۵) 
دارای گسترش جهانی بوده و یکی از شایع ترین 
ویروس های سیب‌زمینی است. به‌طوری که به 
عنوان دهمین ویروس مهم گیاهی شناسایی شده 
است (2011 ,۵۳ ۶ 0001]00۴). میزان 
خسارت آن به نژاد ویروس و رقم سیب‌زمینی 
بستگی داشته و از ۱۰ تا بیش از ۵۰ درصد 
گزارش شنده است. این ویروش ممکن اسشت 
به‌صورت نهفته بوده و به‌ظاهر هیچ گونه علائمی 
در گیاه نداشته باشد. در صورت ابسری بودن 
هوا علائم بیماری به‌صورت ماتل خفیف 
مشاهده می‌شود. به‌طور کلی علائم ناشی از این 
ویروس مخفی و یابسیار خفیف است. در 
برخی ارقام چوب‌پنبه‌ای شدن غده در اثر 
آلودگی به ۳۷26 مشاهده شده است. آلودگی 
هم‌زم ان این ویروس با ویروس‌های ۳۷۸ 
(4 ید۷ 0۵۵10() و ۷ ۳۷ (۲ ۷٩‏ ۳۲۵121۵0) 
مت تاه ارت تور ی و3 
(1987 ,60705167). این ویروس به‌صورت 
مکانیکی و از طربق غده‌های آلوده انتقال 
می‌یابد. 

ویروس 2 سیب‌زمینی از جنس ۵01۵:۷۲۷5 
و جانواده 0 از گس روه 
ویروس‌های رشته‌ای با یک پیکره است. این 
ترس دار نان تاسط آمعست ذر سل ۱۵۳۲۱۳۰ 
مسیلادین توضسیفشنند. پیکتره: آن وشهه‌ای 


انعطاف‌پذبر به طول ۵۱۵ و ضخامت ۱۳ نانومتر 


غربالگری بیولوژیکی و مولکولی برخی... 


است. نود و چهار درصد پیکره را پوشش 
پروتئینی با وزن مولکولی ۲۵۰۸۰ دالتون تشکیل 
داده که دارای ۱۲۷۰ زیر واحد ()لصناطانو) 
است. ژنوم تک‌رشته‌ای مت (- ۳0910۷76 
۸۵ 666056 با وزن مولکولی *۲/۱*۱۰ دالتون 
و ای ۶۳۳۵ نز کل تا ی زاشتاه سا شتا 
انتهمایی "5 آن 00 و ساختار انتهایی "3 آن 
۸ است وحاوی پنج قاب قرائت باز 
وه 


,112106 16201982 006۲) اسست 


(1968 ,۵ ۶ عقصون11). استفاده از ارقام 
مقاوم موثرترین و آسان‌ترین روش برای کنترل 
بیماری‌های ویروسی است. با توجه به اهمیت 
ویروس‌های سیب‌زمینی در زراعت این محصول 
و وان یبارت کوار دی کسلنهر برتابه‌های 
به‌نژادی سیب زمینی وا کنش کلون‌های پیشرفته 
نسبت به بیماری‌های مهم ویروسی بررسی 
ار 

مقاومت به ۳۷2 به صورت فوق حساسیت 
(۲1۳۴ 


ر15]2066ع۵ ۰ ۳1۵۵۲۹606101۷76): 


مقاومت بسیار بالا (ظظ ,ععصهاکاومک؟ مص‌تر) 
مقاومست به تجمع ویسروس 
(ممتاعاجصهعع مج م1 معصع]ونوی و 
مقاومت گیاه بالغ (ممعصه)فلوه۲ کصمام مستطه]۷) 
مشاهده می‌شود (2007 ,300167016). 
مقاومت فوق حساسیت نسبت به ۷ در 
سیب زمینی توسط دو ژن غالب ۷ و ۸۷۶ کنترل 
شیف سویه‌های ۱۱۷۱۲ بر اس توبات آلهتا 
در القاء پاسخ فوق‌حساسیت در ارقام سیب زمینی 


حامل این دو ژن گروه بندی می‌شوند. 


۶۵ 


ژن ۷۶ مقاومت بر علیه گروههای نژادی ۱ و 
۲ ایجاد می کند. درحالی که ژن 1۷۲ مقاومت بر 
علیه گروههای نژادی ۱ و ۳را القاء می کند. اما 
گروه نژادی ۴ به هر دو ژن غلبه می کند. ژن 
روی کروموزوم ۵ در همان ناحیه ژن 702 
مکان‌یایی شده است (1997 .۵ 6 1002 16). 
از بین آنهاء؛ مقاومت از نوع ۳ مورد توجه 
به‌نژاد گران سیب زمینی می باشد. دو ژن غالب 
او 2 در سیب‌ازمینی عامنل مقاوست ۳ظ 
نسبت به ۳۷6 بوده و در محل مایه‌زنی مرگ 
سلولی و لکه‌های نکروزه قابل مشاهده نیست. 
عملکرد (۳0۵61108) این دو ژن یکسان بوده و 
حضور هر یک از این ژن‌ها حتی در وضعیت 
ژنتیکی ساده (۸۵22 ,*51۳0016) در سیب‌زمینی 
برای ایجاد مقاومت 1 در این گیاه کافی است 
(2000 ,.۵7 ۶ 9206ط6002ظ). 

ژن 1روی کروم_سوزوم ۱۲و 2 روی 
کروم وزوم ۵ قرار دارد. ژن 11 از زیرگونه 
وحشی ۵001614 .550 ۵۲۵05۷۷ ٩.‏ مشتق 
شده اسست 


1999( 


19914 وراه ۶ ۲196۲) 


.۵ 6 0002۳0216ظ. ژن 72 از 
گونه وحشی 0000 ٩.‏ مشتق شده است 
(1999 .۵ ۶۶ مصحصطح0صه‌ین. نشانگرهای 
مولکولی به عنوان یک ابزار ژنتیکی قوی 
برای ردیابی ژن‌های مطلوب در کلکسیون‌های 
گیاهی در اختیار به‌نژادگران هستند. در حال 
حاضر از نشانگرهای مولکولی در برنامه همای 
به‌نژادی به عنوان مکمل و سرعت دهنده برنامه 
های به‌نژادی کلاسیک استفاده می‌شود 
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(2007 ,۵ ۶ ۲۱0۷6550۲). 
در مطالعات قبلی نشانگرهای مولکولی 
مختلف پیوسته به ژن‌های 7و 12 برای 
ردیابی هر یک از ژن‌های مقاومت 71 نسبت به 
معرفی و برای استفاده در برنامه های 
فتاه ادع مس رستی مها هت از 
این نشانگرها مسی‌توان به 0۳60 
420 7714 006110 77۳8 .۰ 218 
(:۸) 
(1»41) و (1001) ۳3 اشاره کرد که برای 


5 002 ۰ 1۳۸/3 1۳۱۷/4 
ردیابی ژن 7 مورد استفاده قرار می‌گیرند 
(1999 ,۵ 6 ۲6ظ2. 

دو نشانگر پیوسته به ژن 722شامل 6۳21 
4/0 ) و ۲0432 نیز برای ردیابی ژن 172 
معرفی شده‌اند (1997 .41 6 1008 120). هیچ 
نک زگره امن تسه 
طوریکه در برخی از ارقام مقاوم قطعه مورد 
نظر تکثیر نشده و یا برعکس در برخی ارقام 
حساس باند مرتبط با نشانگر تکثیر می‌شود. 
همچنین الگوی هضمی نشانگرهای 0۸۳5 با 
ژنوتیپ‌های حساس و بامقاوم همخوانی 
نداشت. بنابراین قابلیت استفاده از آنها در 
برناسه‌های انتضاب به کمک نشانگر 
(۱۲۸۵ رعمناهع1ع5 ۸۶55/60 ۷]21167) و جود 
ندارد (2013 .41 ۶ ۸۳20۷7۵00). 

مقاشته توالی بسن دو ژن او مب 
مشخص کرده که این دو ژن ارتباط تکاملی 
بسیار نزدیکی با هم دارند. این دو ژن در سطح 
نو کلئوتید ۹۵ درصد و در سطح پروتئین ۹۶ 


۶۶ 


درصد شباهت دارند. شباهت نو کلئوتیدی بالای 
ایین دو ژن تفکیک آنها را از یکدیگر مشکل 
می‌کند. از طرفی به دلیل ماهیت خاص ژنتیکی 
سیب زمینی (اتوتتراپلویید و تترازومیک) پدیده 
نوتر کیبی رایج‌تر بوده و استفاده از نشانگرهای 
مولکولی را برای برنامه‌های انتخاب به کمکك 
نشانگر (01۸۹) به ویژه در ژنوتیپ‌های با زمینه 
ژنتیکی متفاوت» مشکل تر می‌نماید. احمدوند و 
همکاران (2013 ,۵ ۶ ۸۵۵۷۵04) بر 
انا تال تصا متا وش دون اهر 
اختصاصی شامل 181 و 531 برای ژن 71 
و یک پرایسمر اختصاصی 106192 را برای 
ژن 72 معرفی کردند که در این تحقیق از دو 
پرایمر اختصاصی 511 و 10612 استفاده 
3 

در این پژوهش به منظور شناسایی 
ژنوتیپ‌های مقاوم در میان برخی ارقام رایج 
سیب‌زمینی کشور و کلون‌های امیدبخش 
و همچنین امکان استفاده از آنها در برنامه‌های 
به‌نژادی » ابتدا واکنش بیولوژیکی آنها در 
شرایط گلخانه‌ای به دو روش مایه‌زنی مکانیکی 
و پیوند بررسی شد و سپس بااستفاده از 
پرایمرهای اختصاصی ژن‌های مقاومت به ۳۷ 
نوع ژن مقاومت (101 یا 72 در ژنوتیپ‌های 
مقاوم تعیین گردید. نتایج این تحقیق امکان 
امستفاده از ووتیب‌های حامل اس خو رن خه 
عنوان والد جهت تولید ارقام مقاوم 
هترودوپلکس 161070000100 به ۳۷ را 


غربالگری بیولوژیکی و مولکولی برخی... 


مواد و روش‌ها 
عاری سازی از ویروس و تکثیر ژئوتیپ‌ها 

در این پبژو مش تعداد ۵٩‏ ژوتیپ 
سیب زمینی شامل ۲۵ رقم تجاری و ۲۴ کلون 
یه اش اش گنای انیت 
(1۳)) برای آزمایشات بیولوژیکی و مولکولی 
غربالگری انتخاب شد (جدول ۱). ابتدا با 
انجام آزمون الای زا دوطرفنسه 
(قو۲ ۲ ۸۹) بش استانن روش کسادار کت از 
آدامز (1977 ,عصعله 24 عاتهان) توسط 


آنتی‌بادی‌های چندهمسانه (۳۵۱۲0۱08۵1) 
خریداری شده از شرکت 107002 سوئیس. 
پتسا او کی مش رای کف اسب زا 
نسبت به هر یک از ویروس‌های ۳۷ ۳۷۷ 
۸ ۳۷۱۷ (۸ ۷۵ 0۳۵/۵10 ۳۲۱,۲۷۰ 
۷۰۸۵۸ ]۱2۵۲۵ ۳0۲۵10) و (ه ۵ ۳01۵10) 

5 مورد بررسی قرار گرفت. غده‌هایی 
که نسبت بسه ویروس‌های مذ کور 
آلسودگی نداشتند. جهعت تکثیر انتضاب 


شد‌ند. 


جدول ۱- ارقام و کلون‌های امیدبخش سیب زمینی مورد بررسی 


ومصمام مصتفتمومنی مرج فعجتتاانه متقامم امتصمصطع۳)۵ :1 ماماه ]1 


کلون ردیف رقم /کلون ردیف 
0106 ۰ م000۵ ,ولاز 
397015-1 46 91012 31 
3961515 47 ومصصق؟ 32 
397097-4 48 ۱ 33 
3970079 49 ۳۵091906( 34 
329045-7 50 ۳102550 35 
26030917 51 عاصو 36 
201-7 52 39708681-1 37 
397031-6 53 397082-0 38 
39700868-4 54 396128-2 39 
3970098 55 2907442 40 
3961404 56 397045-3 41 
397045-1 517 3970074 42 
39706067-1 58 397031-1 43 
397031-1 59 3970814 44 
397007-6 45 


به منظور غربالگری اولیه» ژنوتیپ‌های آلوده 
به ۳۷۸ به دلیل حساسیت به ویروس از سایر 
مراحل تحقیق حذف شدند. اما ژئوتیپ‌های 
آلوده به سایر ویروس‌ها با استفاده از روش 


2۷ 


رقم ردیف رقم ردیف 
0 ۱۰( 00929 ۰ 
٩0۵ 16 1-212‏ 1 
002( 17 ۱۷2۲2061 2 
100 18 0۵22 3 
۱ 19 وع/۱2( 4 
۱ 20 002 5 
٩020 21 ۱۹۹‏ 6 
117 22 ۳22 17 
2( ۱۹ 8 
۷ ۷/۱۱۵ 24 132 9 
۱۹۹ 23 ۱۹۵۹ 10 
۱/۸ 26 ۱-۵۸ 11 
۱ 27 0912 12 
130912 28 2( 13 
۱۷ 20 16 14 
۱2092( 30 1۸۵ 15 


الکتروتراپسی عاری از ویروس شسدند 
(2001 ,۳2[012006). ژئوتیپ‌های انتخابی 
سالم» به صورت تک گره (006 108216) روی 
محیط کشت پایه 1۷18 کشت شدند و پس از 


"مجله نهال و بذر " جلد ۳۷ شماره ۰۱ سال ۱۴۰۰ 


رشد کافی در اتاق رشد به گلخانه منتقل و پس 
از حدود دو ماه ریزغده‌های تکثیری برداشت 
۹ 
بررسی وا کنش بیولوژیکی ژنوتیپ‌ها نسبت به 
در شرایط گلخانه‌ای 

برای ارزیابی وا کنش ارقام و کلون‌های 
امی‌دبخش سیب زمینی مورد بررسی 
نسبت به ۳۷2 از روش استاندارد مر کز 
بین‌المللی سیب‌زمینی (1۳)) استفاده شد 
(2007 ,9001670216). بر اساس این روش دو 
آزمایش جداگانه شامل مایه‌زنی مکانیکی و 
مایه‌زنی پیوند انجام شد. 
تهیه زادمابه ویروس ۳۷۶ 

برای تهیه زادمایه ویروس. طی بازدید از 
مزارع استان اردییل از بوته‌های مشک وک به 
آلودگی نمونه‌برداری و آلودگی آن‌ها نسبت به 
۲ با استفاده از آزمون ۲<۵۸۹-۳1/]8۸ و 
آنتی‌بادی چندهمسانه‌ای تایید شد. نمونه‌های 
آلوده با توجه به حد آلودگی (*) شناسایی 
شدند و از بين آنها نمونه‌های با غلظت («01) 
بیش از دو برای مایه‌زنی انتخاب و عصاره آلوده 
هر نمونه با استفاده از پودر کربوراندوم ۶۰۰ 
مش (06910) روی گیاه محک گل تکمه‌ای 
(0050ع 207710/:6۵/6) به‌صورت مکانیکی 
مایه‌زنی شد و در شرایط گلخانه با دمای بین 
و تشز فراعت 
نور و هشت ساعت تاریکی و رطوبت حدود ۷۰ 
درف تکوا رشن تا ن9: 


حدود یک هفته پس از مایه‌زنی» هر یکك 


۶۸ 


از لکه‌های موضعی ظاهر شده در سطح ب رگ 
را به‌عنوان سک جدایه فرضی ویروسی 
انتخاب کرده و جهعت تکثیر روی توتون 
(0د0اساع ‏ 2۷60107۵ به‌صورت مکانیکی 
مایه‌زنی شدند. یک ماه پس از مایه‌زنی؛ با 
استفاده از آزمون سرولوژیکی الایزا آلودگی 
گیاهسان توتشون سه ۲۷ تایسد شد. بسرای 
جل وگیری از اختلاط جدایه خالص ویروس 
روی توتون با سایر جدایه‌ها و یا سایر ویروس‌ها 
روی گیاهان دیگر در محیط گلخانه» گیاهان 
آلوده به ۳۷26 خالص به صورت تک گره روی 
محیط ۷5 کشت بافت در اتاق رشد تکثیر و 
تگهدارع تن 

در کلیه آزمون‌های الایزابرای تعیین حد 
آلودگی؛ پس از کسر میزان جذب چاهک 
کنترل (81216ظ) می‌انگین جذب نوری 
شاهدهای منفی (عصاره گیاه سالم) در طول 
موج ۴۰۵ نانومتر محاسبه شد و دو برابر آن 
به‌عنوان حد آلودگی در نظر گرفته شد. 
نمونه‌هایی که میزان جذب نوری چاهک آن‌ها 
بیش از حد آلود گی بود به‌عنوان آلوده تلقی 
شدند. 
آزمون‌های پیولوژیکی 

مایه زنی مکانیکی: این آزمایش در سه 
تکرار در شرابط گلخانه با دمای ۲۰-۲۵ درجه 
سلسیوس انجام شد. بدین ترتیب که تعداد سه 
مینی تیوبر از هر رقم/کلون در داخل گلدان‌های 
حاوی پیت‌موس و پرلیت به نسبت ۱:۲ کشت 
شدند. هنگامی که گیاهچه‌ها به مرحله ۲-۴ 


غربالگری بیولوژیکی و مولکولی برخی... 


برگی رسیدند (حدود سه هفته بعد از کشت)؛ 
سومپانسیونی به نسبت وزنی / حجمی ۵ از 
عصاره برگ‌های گیاه توتون آلوده به ۳۷۶ به 
عنوان زادمایه توسط هاون چینی در بافر فسفات 
رم0طمبل۱ ۱ 0025 بب0طتلی1 01 :7.5 ۷م) 

برگ‌های گیاهان آزمایشی را توسط پودر 
کربوراندوم 10650 ۶۰۰ غبار پاشی کرده و با 
مالش دادن ۲-۳ ب رگچه از هر گیاه توسط پارچه 
ململ آغشته به سوسپانسیون ویروس, مایه‌زنی 
انجام شد. برای اطمینان ۴۸ ساعت بعد مایه‌زنی 
فطل د) تگراز ش در این آزمایش رقم وایت 
لبدی (1207 ۷۷/6) به عنوان شاهد مقاوم و 
رقم هرمس (11077065) به عنوان شاهد حساس 
در نظر گرفته شد. حدود ۲۵ روز بعد از 
مایه‌زنی؛ آلودگی هر یک از گیاهان با 
اسستفاده از تست 1۸۹-۲۲1۹۸ مسورد 


ازژبای فرار گرفتو دز ضووت آلود گن 


حداقل یکی از تکرارهاء به عنوان حساس تلقی 
شد. 

مایه زنی با پیوند: به منظور تعیین نوع 
مقاومت (1 يا 118) ساقه ژنوتیپ‌های مقاوم 
در آزمایش مایه‌زنی مکانیکی به گیاه گوجه 
فرنگی آلوده به ۳۷۲ پیوند زده شدند. برای این 
منظور» تعداد سه گیاهچه از هر رقم/کلون 
امیدبخش به عنوان پیوند ک به طور جدا گانه 
روی گیاهچه‌های گوجه فرنگی رقم حساس 
روتگرز (008015) آلوده به ۳۷ به عنوان پایه 
پیوند اسکنه‌ای زده شده و ب‌ک ماه بعد 
ازآلودگی توسط آزمون الایزا مورد بررسی قرار 
گرفت (شکل ۱). ژنوتیپ‌هایی که در هر دو 
آزمایش مایه‌زنی مکانیکی و پیوند مقاوم بودننه 
به عنوان ژنوتیپ بامقاومت بسیار بالا (۲1) 


شناسایی شدند و در صورت مشاهده آلوددگی 
در حداقل یک تکرار آزمایشی. نوع مقاومت 


فو تست (113) تین شک 


شکل ۱- پیوند اسکنه‌ای ژنوتیپ‌های سیب‌زمینی روی پایه گوجه فرنگی رقم روتگرز آلوده به ۳۷ 


۴ ۷۱ 1010060 واممادا۲00 ولمم ۵۷۰ ماقم وم عصممو ‏ کوممامصهع مقامم معصتاهن .1 ۲۱۵۰ 


۶۹ 
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ردبابی ژن‌های مقاوست توسط نشانگرهای 
اختصاصی 1 و ۳2 

استخراج دی ان ای (1(۸۸) ژنومی از ب رگ 
گیاهان سیب‌زمینی به روش والبوت و وارن 
(1988 مرصهتن۲۷2 220 ۷۵100۲) با اند کی 
تغییرات شامل موارد زیر انجام شد. در این روش 
پس از پودر کردن بافت گیاهی در نیتروژن 
مایع»۱۰۰ میلی گرم از بافت پودر شده به یکك 
میلی‌لیتر از بافر ولوسا ۲۲ 1:15 100800) 
(۵۲۱-۵) 13۳1۸ هد 0ک ۱۵0 ۷ص 196 
(۳۷۲ و ۸۰ میکرولیتر 1096 ٩25‏ قبل از قرار 
دادن در حمام بن‌ماری با دمای ۷۰ درجه 
سلسیوس به مدت ۱۵ دقیقه استفاده شد. کمیت 


وکیفیت 2۸ نمونه‌ها توسط دستگاه نانودراپ 
0 101110 (مدل 1000-«۲<) و ژل 
آ گارز ۱/ مورد بررسی قرار گرفت. از 10۳۸ 
استخراج شده رقم وایت‌لیدی (1207 ۷۷) 
به عنوان شاهد مقاوم حامل ژن 2و رقم کارا 
(012) به عنوان شاهد مقاوم حامل ژن 71 
استفاده شد. به‌منظور ردیابی ژن‌های مقاومت 
1 و 872 به ترتیب از آغا زگرهای اختصاصی 
1 و 106182 مبتنی بر توالی هر یک از 
ژن‌ها استفاده شد که به ترتیب قطعه‌های ۱۸۶ و 
۳ جفت‌بازی را تکشیر می‌نمایند 
(2013 ,./2 ۶ ۸۳۵0۷۵04). توالی هر یک از 


این آغا زگرها در جدول ۲ آمده است. 


جدول ۲- آغا ز گرهای اختصاصی ژن‌های 1و 12 
وعصمع ۵2 200 ۵۰۱ ۶۵۲ وتنهم تمصصتنم ملگ .2 2016[ 


طول قطعه تکثیر شده (جفت باز) دمای اتصال 


نامه ۵۶ م2٩‏ وصناجهصص۸ ترادف آغازگرها ("57-3) تعداد نو کلئوتید نام آغا زگر 
(00) اصعصع 1 تمصع ]1 (3-*5) ٩601۳6866‏ 6 ۱0 .۰ ۱۵۳26 ۳11261 
186 604 10۸0000۸۸۵۵۵۵ ۲ 20 5-21 
0 0 0 :1 20 ۵ 
53 66 0۸0۸۸۸۵/۳۵ :۲ 21 ۱ 
۵۲ 0 :1 21 10۳6:۳322 


۳ آغا گر مستقیم» ۴ آغاز گر معکوس» 08: جفت باز 


اجزای مخلوط وا کنش ۳0 (۷ عاده]) 

با حجم نهایی ۲۴ میکرولیتر شامل سه میکرولیتر از 
۲۵((۸ نان گرم بر میکرولیتر)؛ ۲/۴ میکرولیتر 
ازهر یک از آغا زگرها (پنج میکرومول» سه 
میکرولیترافر10(6 618 محتوی کلرید ميزيوب 
۴ میکرولیترمخطوط ن وکلئو ی دی (1۳71۳) 
(۱۰ میلی‌مولار» دو میکرولیتر آنزیم یک واحد 
60 1۸ 744 (شرکت سیناژن) و 


و 280ظ :م0 رتمصتزن موزع۷م۱ نک رتفصصتتص ۳۵۲۷۵۲0 ۲۰ 


برای انجام وا کش زنجیره‌ای پلی‌مراز 
از دسستگاه ترموسایکلر 110۳062 
(مدل >0091001صصعظ]. ]0120168)-1) استفاده 
شد که با چرخه حرارتی زیر برای تکثیر قطعات 
مورد نظر روی دستگاه تنظیم شد: واسرشت 
سازی اولیه در دمای ۹٩۵‏ درجه سلسیوس 


به مدت سه دقیقه و تعداد ۳۵ چرخه با واسرشت 


غربالگری بیولوژیکی و مولکولی برخی... 


سازی در دمای ٩۴۳‏ درجه سلسیوس به مدت ۲۰ 
انیه» دمای اتصال آغا زگرها بر اساس جدول ۲ 
به مدت ۲۰ انیه» بسط زنجیره در دمای ۷۲ 
درجه سلسیوس به مدت ۶۰ ثانیه و بسط نهایی 
زنجیره در دمای ۷۲ درجه سلسیوس به مدت 
پنج دقیقه انجام شد. محصول نهایی حاصل از 
۴ در ژل آ گارز ۱/۵ درصد در بافر ۳ 12 
با استفاده از الکتروفورز تفکیک و اندازه تقریبی 
قطعه تکثیر شده با استفاده از نفشانگر ۲۸ ۱۰۰ 


جفت بازی (10090) تعیین شد. 


نتایج و بحث 


خالص سازی و تکثیر ویروس 
نتایج آزمون 1<۸-11,]8۸ روی نمونه‌های 


جمع آوری شده از استان اردییل نشان داد که 
میزان جذب نوری تعداد ۱۰ نمونه آلوده به 
۶ در طول موج ۴۰۵ نانومتر بیش از ۲ 
(01(<2) بود. یک هفته پس از مایه‌زنی عصاره 
ایین نمونه‌ها روی گیاه محک گل تکمه‌ای 
005۱و علائشم لکه موضعی روی 
ب ررگ‌های آن ظاهر شد(شکل ۲). هر یک از 
لکه های موضعی به‌عنوان یک جدایه خالص 
فرضی ویروسی انتخاب و روی یک گیاهچه 
توتون مایه‌زنی شد. پس از ظهور علائم و تایید 
آلود گی با تست الابزا؛ از آن‌ها نمونه کشت 
بافت تهیه شد. از بین این نمونه‌هاه جدایه خالص 


6 با میزان جذب سه برای انجام آزمایشات 


مایه‌زنی انتخاب شد. 


تصویر ۲ - علائم لکه موضعی ناشی از ۳۷ روی گیاه محکک گل تکمه‌ای 


۷۴ ۱/۱ 4ماجانا0مط1 معمراهاع 6070۵27۵۵ تصقام اوعا ی قصطمام‌طوی صمتوعاً لهعصا .2 ۳۲۱۵۰ 


مورد بررسی در استان همدان بر اساس 
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تشوالی پوشتشن پرو تلیشی گنروهشسدین شنک 


(2013 ,اه #7 تطدااهعا60). در مطالعه 


دیگری نمونه‌های جمع آوری شده از نه 
استان بر اساس نوع علائم روی گیاه توتون 
گونه ۵ ۷.۰ به دو کر تفسیم شدند 
(2014 ,۵ 61 اصنا۷]255). نمونه مورد بررسی 
در این تحقیق روی توتون علاشم موزائیکی 
خفیف ایجاد کرد که به جدایه های گروه دو 
این تحقیق شباهت دارد. 
نتایج ارزیابی بیولوژیکی ژنوتیپ‌ها نسبت به 
۲ در شرابط گلخانه‌ای 
نتایج مایه‌زنی مکانیکی: 

سه هفته پس از مایه‌زنی مکانیکی هر یک 
از تکرارها؛ نتایج حاصل از آزمون الایزا در 
طول موج ۴۰۵ نانومتر نشان داد که تعداد ۲۳ 
ژنوتیپ شامل ۱۲ کلون امیدبخش و ۱ رقم 
تجاری سیب‌زمینی در هیچ‌یکک از تکرارهای 
آزفاشسی الحود کر نهاش هت شابراین باه 
عنوان ژنوتیپ های مقاوم در نظر گرفته شدند 
و برای تعیین نوع مقاومت در آزمایش مایه‌زنی 
پیوند مورد استفاده قرار گرفتند. همچنین 
میزان جذب ۲۶ ژنوتیپ شامل ۱۴ رقم تجاری 
و ۱۲ کلون امیدبخش در طول مسوج ۴۰۵ 
نانومتر بیش از حد آلودگی بود و به عنوان 
ژنوتیپ های حساس به ۲۷ تلقی شدند 
(جدول ۳). 
نتایج مایه‌زنی پیوند 

وا کش ژنوتیپ‌های پیوند شده روی 


گیاهچه‌های گوجه‌فرنگی رقم روتگرز آلوده به 


۷۲ 


۴ نیز توسط آزمون الایزا مورد بررسی قرار 
گرفت. نتایج نشان داد که ۲ رقم و ۱۱ کلون 
امیدبخش فاقد آلود گی بودند. اين ژنوتیپ‌ها که 
در هر دو آزمایش مکانیکی و پیوند فاقد 
آلودگی بودند به عنوان ژنو تیپ‌های با مقاومت 
از نوع بسیار بالا (۳1) در نظر گرفته شدند. سایر 
ژنوتیپ‌های مقاوم در آزس‌ایش مایه‌زنی 
مکانیکی شامل نه رقم تجاری و یک کلون 
امیدبخش پس از پیوند روی گوجه‌فرنگی آلوده 
به ویروس وا کنش حساسیت بروز دادند. بنابراین 
به عنوان ژنوتیپ‌های با مقاومت فوق حساسیت 
(78) شناسایی شدند (جدول ۴). این ۱۰ 
ژنوتیپ با مقاومت فوق‌حساسیت در آزمایش 
مایه زنی مکانیکی در محل مایه‌زنی علائم 
نکروز موضعی بروز داده بودند که احتمالاً نشان 
دهنده وجود ژن ۸۷۶ با ۷ در این ژئوتیپ‌ها 
است (1970 ,000161۳290 :2007 ,۱00161016(). 
نتایج حاصل از آزمایشات مایه‌زنی مکانیکی و 
پیوند نشان داد که ۴۴ درصد ژئوتیپ‌هانسبت به 
6 حساس بوده و ۳۹ درصد ژنوتیپ‌ها با 
مقاومت 7 و تنها ۱۷ درصد آنها دارای مقاومت 
از نوع 111 بودند. رقم تجاری اگریا؛ که حدود 
۵ درصد سطح زیر کشت سیب‌زمینی را در 
کشور به خود اختصاص داده است (مکاتبات 
شخصی با دفتر سبزی و صیفی» وزارت جهاد 
کشاورزی»» دارای مقاومت از نوع بسیار بالا 
(171) بود. اما رقم مارفونا به عنوان یک رقم نسبتاً 
زودرس که سال‌های متمادی در سطح نسبتا 


وسیعی کشت می‌شد دارای مقاومت بود. 


جدول ۳- وا کنش ارقام و کلون‌های امیدبخش سیب‌زمینی به ۳۷۶ در آزمایش مایه‌زنی مکانیکی 


7 100۱۱2108 [2م1صهط0 0۵ را ۳۱۷۸ م6 عمممام مصافتمهمعم هصرع ومهبتالیت ماقامم 0۴ ۳۵2۵08 .20163 ]1 


واکنش تکرار۳ تکرار ۲ تکرار ۱ کلون ردیف واکنش تکرار ‏ تکرار ۲ تکرار ۱ رقم/کلون ردیف واکنش تکرار۳ تکرار ۲ تکرار ۱ رقم ردیف 
202+( 3 1860.2 ۹601 ععملن ۰ طمتامقع1 ...100.3 1460.2 1 وف مصملن هن وا عمتامعم؟.... 3 .مم۱ ...2 م14 ...1400.1 تن ۱ 
8 5 1 1 3970453 41 5 8 5 5 تمصع .۰ 21 1 1 1 1 9 1 
8 5 5 1 3970074 42 5 1 5 5 07 .۰ 22 1 1 1 1 ۱۷2200( 2 
 .397031-1 1 5 5 8‏ 43 5 8 5 1 ۰.2 23 5 1 8 5 22 3 
4 4 4 4 3970814 44 4 4 4 4 1207 عاز ۱۷۷ 24 4 4 4 4 و۷2( 4 
5 5 5 5 3970076 45 4 4 4 4 ۱۹۹8 25 4 4 4 4 0021 5 
1 1 1 1 3970151 ۰ 46 1 1 1 1 ۰-2 26 5 1 8 5 :0 6 
4 4 4 4 396151 47 4 4 4 4 ۱ 27 5 4 5 5 2امصصح 17 
1 1 1 1 3970974 48 ۹ 1 5 5 هلعوعص .۰ 28 1 1 1 1 موم 20 [ 8 
8 5 5 5 3970079 49 1 1 1 1 هه ۰ 29 5 5 1 1 ۱22 9 
1 1 1 1۴ 57 20۳۵۰۵ 1۴ 1۴ 1 1 معمکه۷ . .۰ 30 5 ۹ 1 1 ۱9۹ 10 
4 4 4 4 26309۹7 51 4 4 4 4 2 31 4 4 4 4 حعتصاظ 11 
5 5 4 4 17 2-1" 4 4 4 4 205 32 4 4 4 4 91 12 
 397031-6 5 5 1 8‏ 53 5 8 5 5 صملع2۳٩‏ ...۰ 33 1 1 1 1 2و 13 
8 1 5 1 39700864 54 1 1 1 1 معنعه۳ . . 34 5 5 8 1 1۳۹6 14 
1 5 1 ۹ 3970098 55 1۴ 1۴ 1 1 0 .-. 35 1 1 1 4 ۱۹ 15 
1 1 1 1 04 56 5 8 5 1 ۰.221 36 5 5 8 5 2 16 
 . 397045-1 4 ۹ 4 4‏ 57 5 5 5 4 397081-1 37 4 4 4 4 ۷02 17 
 . ..7082-0 1 1 1 1 58 3970671 1 1 1 1‏ 38 5 5 8 1 ۵۵۵( 18 
1 1 1 1 397031-1 59 1 1 1 1 61282. . 39 1 1 1 1 22 19 
۹ 8 ۹ ۹ تا 40 ۹ ۹ 8 ۹ 002( 20 


1 مقاوم؛ 5 حساس. ‏ #: شاهد مقاوم ‏ #*: شاهد حساس. صماهم1ام۵؟ : .وم رامتصم ماطاتامهعواو :#رامطجمی اصعا6اوم؟ :* رماطاتامه»کناو :و رتصماوتوی؟ :۴ 


غربالگری بیولوژیکی و مولکولی برخی... 


۷۴ 


جدول ۴- واکنش ارقام و کلون‌های امیدبخش سیب‌زمینی نسبت به ۳۷2۲ در آزمایش مایه‌زنی پیوند 


7۲ 100۱۱2108 عصتم ما ۳۱۷۸۶ ما عموماه مومت مه فتج نان متقامم ۵۴ 162۵108 4 ماطاه ]1 


واکنش تکرار۳ تکرار ۲ تکرار ۱ رقم / کلون 
جمتامعع . 3 .۵۵ .۰ 2 .30 .1 .وم مصملت لین 
14 5 5 5 9102 
14 5 5 5 1۹29۳00 
4 1 1 ۹ مصماصن۲ 
۳۳۴ 5 5 5 :۱9 
۳1 4 4 4 397082-0 
۳1 ۴ ۴ ۴ 39612868-2 
۳1۴ ۴ ۴ 4 397081-4 
۳1۳ 4 4 ۴ 397015-1 
۳1 4 4 4 396151-5 
۳1۴ 4 4 ۴ 397097-4 
۳۳۴ 5 5 5 2045-17 
۳1 4 ۴ 4 2630917 
۳1 4 ۴ ۴ 3961404 
۳1۳ 4 4 ۴ 397045-1 
۳1۴ ۴ ۴ 4 397067-1 
۳1۴ 4 4 ۴ 397031-1 


ردیف 
۱ 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
217 
28 
20 
30 
31 
32 
33 


واکنش ‏ تکرار۳ 
حمتامعع3 .3 .5400 .۰ 2 1۹۵۵۰ 


14 
۳1۴ 
۳1 
۳۲1۴ 
۳۲1۴ 
14 
۳۲1۴ 
۳1۴ 
۳1۴ 
14 
۳1۴ 
۳1۴ 
۲1۴ 
14 
۳1۴ 
۳1۴ 
1۳1۴ 


5 وا کنش مقاومت فوق حساسیت. ؟2]: وا کنش مقاومت بسیار بالا» مقاوم ٩‏ حساس. 


2۰ :۲۴۵۵۰ رعااتاممعونای ٩:‏ رتصعاکاومط ن5 رومصهاوتوم؟ مصصمت ۲ با رومصم)ونوم؟ ۳۱۱/۵۵۲6۵۵9101۷۵ :۲۱۲ 


20 ما 20 20 ۵ 20 20 720 ۲2 720 720 720 ما 720 20 ما 


تکرار ۲ 


هم 20 م۵ 20 20 م۵ 720 20 720 ۵ 720 720 720 ۵ 720 20 ما 


تکرار ۱ 
1 .60 


هم 20 مت 20 20 م۵ 20 20 20 ۲۵ 720 20 720 مه 20 20 ما 


رقم 
٩02۲‏ 

٩02 
[۷272061 
(۱265 
0021 
1.20 اهوم‎ 
ما‎ 
0-12 
2 
۱۱۵ 
002 
1۳02 
۲۷/۵ ۷7 
۱۹9 
1۱1۳۵ 
(916 
۱: 
(002 


ردیف 


۱ 


بت تچ ها اب مهم ها ح ت 


بر بر بر پا بر 
۱ 


"مجله نهال و بذر" جلد ۸۳۷ شماره ۱» سال 


۱۴۰۰ 


غربالگری بیولوژیکی و مولکولی برخی... 


در مقاببل رقم جلی (1117) با سطح زیر 
کشت زیاد در بسیاری از مناطق» نست به ۳۷26 
حساسیت نشان داد که لازم است در برنامه تولید 
بذر اين رقم مراقبت‌های لازم برای پیشگیری از 
گسترش آلسودگی صورت گیرد. از بسین 
کلون‌های امیدبخش» ۵۰ درصد آنها نسبت به 
این ویروس حساس بودند. آزمایشات قبلی روی 
گروه دیگری از کلون‌های امیدبخش دربافتی از 
مرکز بین‌المللی سیب‌زمینی (18) نیز نشان داد 
که بسیاری از آنها نسبت به ۳۷۲ حساس بودند 
(احمدوند» منتشر نشده). 

در برخی از منابع مقاومت 1 به دلیل ابجاد 
سطح بالایی از مقاومت به عنوان پاسخ مصونیت 
(ععجمودی: عصصصآ) در نظر گرفته می شود. 
به‌طوریکه گیاه حتی تحت فشار اینوکولوم زیاد 
ویروس آلوده نمی‌شود و گیاه را به عنوان غیر 
میزبان (]00-005) رای ویروس در نظر 
می گیرند. بنابراین در سیب‌زمینی مقاومت ۲1 
مورد توجه به‌نژاد گران است» زیرا این نوع 
مقاومت نسبت به همه نژادهای ویروس مقاوم 
است و همچنین بر خلاف مقاومت از نوع فوق 
حساسیت. تحت تاثیر شرایط محیطی و 
فیزیولوژی گیاه قرار نمی گیرد. 

در مجموع از ۵٩‏ ژنوتیپ مورد بررسی در 
این تحقیق» ۲۳ ژنوتیسپ شامل ۱۲ رقم و ۱۱ 
کلون امیدبخش دارای مقاومت ۶ بودند که 
می‌توان از آنها در برنامه‌های به‌نژادی به عنوان 
منبع مقاومت استفاده کرد. در مقابل تتها ۱۰ 
ژنوتیپ شامل نه رقم و یک کلون امیدبخش 


۷۵ 


دارای مقاومت ۲1 بودند. در سیب زمینسی 
واکنش فوق حساسیت نسبت به ۷به 
صورت سوش اختصاصی )٩۱۲۵18-50601110(‏ 
می باشد و ژن‌های این نوع مقاومت تنها نسبت 
به یک سوش خاص از ویروس مقاومت نشان 
فاقه یوش سای سوفن ها مسوفر تیستتفید 
(فرضیه ژن برای ژن) و همچنین تحت تاثیر 
دما و شرایط فیزیولوژیکی گیاه قرار می گیرد. 
بنابراین یک مقاومت پای‌دار نیسست 
(2006 ,277) 20 صله‌اومه‌طا10 :1990 ر5عط01ل), 

ژن‌های مقاومت تک ژنی 118 نسبت 
به ۳۷۲ در بسیاری از ارقام سیب‌زمینی گزارش 
شده است که مقاومت مزرعه‌ای نسبت به 
این ویروس ایجاد سی کنند. مقاوست فوق 
حساسیت نسبت به ۳۷۶ در سیب‌زمینی توسط 
دو ژن غالب 2و ۸۷ کنترل مسی‌شود 
(1970 ,0001670200)). در کاتال وگ بسیاری از 
ارقام وارداتی سیب‌زمینی در کشور وا کنش به 
را به صورت مقاومت انسبتاً زیاد" و با 
"خیلی زیاد" ارائه می دهند که نوع مقاومت 
5 با 1]را از هم تفکیک نکرده است؛ 
بنابراین احتمال آلودگی این ارقام به ۳۷ 
وجود دارد. 
نتایج غربالگری ژنوتیپ‌ها برای ژن‌های 11 و 
2 با استفاده از نشانگرهای مولکولی 
غربالگری ژنوتیپ‌ها برای ژن 1:1 

به منظور تکثیر بخشی از ژن‌های مقاومت 
1 توسط وا کنش زنجیره‌ای پلی‌مراز از جفت 
آغا زگر 5261 استفاده شد. آغا گر 51261 در 


"مجله نهال و پذر" جلد ۳۷ شماره ۱ سال ۱۴۰۰ 


رقم کارا (0212) (شاهد حامل ژن 7 و ۱۳ 
ژنوتیپ شامل شش رقم تجاری و هفت کلون 
امیدبخش مقاوم قطعه‌ای از 1۸ با اندازه ۱۸۶ 
جفت‌باز تکثیر نمود. اما این قطعه در رقم بزورا 
ارقام حساس گر آزهانشن په له ز یکی تکقیر تشك 
(شکل ۳). بنابراین ارقامی که این قطعه در آنها 
تکثیر نشد حامل ژن 1۳72و یانسبت به این 


ویروس حساس هستند. مقایسه نتایج مولکولی با 
نتایج آزمونهای بیولوژیکی (مایه زنی مکانیکی 
و پیوند) نشان داد که ۱۳ ژنوتییی که باند مورد 
نظر در آنها تکثیر شده. مقاومت 8 داشته و 
این قطعه در هیچکدام از ژنوتیپ‌های حساس 
تکثیر نشد که حاکی از توانایی نشانگر مولکولی 
61 برای تفکیک دقیق ژنوتیپ‌های حساس 


۸۵ 20 وم 24 23 22 21 20 19 1 1 10 فد 14 19 12 11 له 9 هو # فا ان ۵ 2 3 ۳ 
تس 


186 0 


شکل ۳- الگوی الکتروفورز ژنوتیپ‌های سیب‌زمینی مورد آزمایش با استفاده از جفت آغا زگر 51261 
(نشانگر اختصاصی ژن 1:<). 
1 (10000) 412007 شماره ۱ تا ۲۶ به ترتیب از چپ به راست یانگی 0272 ۲: ۳۲22 ۲ ۲۸02012 
۴ اامصع۳ ه۵: 396128432 ۶: 2اعووم هآ :٩ ۳۲۵۲۲۵۵۵: 396309-7 ٩۷‏ 397031-1 ۱۷]2۲۵۵61:۱۰ 
۱ ۸۵12 ۱۲: عصهاو۳0 ۰ ۱۳: ۳22-1 2 ۱۴: 397031-11  :۱۶ 397082-10  :۱۵‏ 397067-11 
 :۱۹397081-4 :۱۸396151-5 ۷‏ 0۵021 ۲۰: . م1 مالط۷۷ ۰ ۲۱ .. ۰.62 ۲۲ فطل .۰ ۲۳: 
397015-1 ۲۴: ۳۴۵۲۵۵ ۲۵: معتتتتاظ ۲۶: 1221112 هستند. 
02176 0116۲ عصافدا (26 ما 1) وعمامصهع متقامم 0مصتصصقن گ۵ ماه وتوعتمطم۳۱۵۵۲0 .3 ,۳۲۱۵ 
02124 :1 ,(10000) 1206۲ :۱۷ اطعتد ما م1 مق عمامرصهه ز(رمگلمعوو تملتهه- 0۵ 5۳1 
,3963097 :7 مقلاهعع۳۵ 20۲ :6 ,39612832 :5 مقاامصع۳ :4 رهللهطاض] :3 معتا2ظ :2 
و397031-11 :14 ,1۳22-1 :13 ,۳0۵/۵06 :12 مقتتع۸ :11 راه۱۷]2720 :10 ,397031-1 :9 ووعصم۲۱ :8 
,۲20۷ ۷۷۲6 :20 بلع0 :19 ,3970814 :18 ,396151-5 :17 ,397067-11 :16 ,397082-10 :15 
8 :26 ,1۲۲6۵0 :25 ر2ت۳۲ :24 ,397015-11 :23 ٩18012,‏ :22 بوع1 :21 


۷۶ 


غربالگری بیولوژیکی و مولکولی برخی... 


نتایج غربالکری ژنوتیپ‌ها برای ژن 12 
آغا زگر اختصاصی 1061262 در وا کنش 
زنجیره‌ای پلیمراز قطعه‌ای به طول ۵۴۳ جفت‌باز 
از ژن 702 در رقم وایت‌لیدی(1207 ۷/۳1/۵) 
(حامل ژن 72) و نه ژئوتیپ با مقاومت ۲۶ در 
آزمایشات بیولوژیکی شامل چهار رقم تجاری و 
چهار کلون امیدبخش تکثیر نمود. اما این 
آغا زگر قادر به تکثیر این قطعه در رقم 


غربالگری مولکولی توسط نشانگر 10610262 با 
غربالگری بیولوژیکی (مایه زنی مکانیکی و 
با همدیگر تطابق کاملی دارد و این نشانگر برای 
غربالگری ژنوتیپ‌های سیب‌زمینی برای ژن 
72 قابل اعتماد می‌باشد. نتایج مطالعات دیگر 
نیز نشان داده که دو نشانگر 5۳1 و 106872 


برای ردیابی به ترتیب ژن‌های مقاومت 1و 


حساس نبود (شکل ۴و ۵). مقایسه نتایج 


2 کارابی لازم را دارند ( ,.۵1 6 07127001 
8 ,0 6 طلزه10هط اتمه :2018). 


11 12 13 14 15 16 7 


543 0 


۷ 
ت- 
مت 
۳ 
تس 
ت 
ت__ 
۳۹ 
ت_ 

۳ 


شکل ۴- الکتروفورز محصول واکنش زنجیره‌ای پلی‌مراز در نمونه‌های سیب‌زمینی با استفاده از جفت 
آغا زگر 10686 (نشانگر اختصاصی ژن 2). 
مارکر (۰)10000 شماره ۱ تا ۲۰ به ترتیب از چپ به راست یانگن ۱ م27 ۲هما عنط ۷ ۳ منم 
۴ 2 3961404 ۶ 918۵8 ۷ . حفتصاظ ‏ هر فتصهععن ٩‏ مممیها . «ا: فقلیها ۰ ۱۱: تقوعون 
۲ ۳ ۰ ۰ 6 ۰ 6 / ۷22001:1۷ ۱۸: 396128-32 
397031-7 ۲۰: 397097-14 هستند. 
میتی فصو (20 م4 1) فعموامصمع ماقامم صقن ۵۶ صمتاهم ولومتمطن۳۱۵۵0۵ .4 .۲12 
,(10000) ۲/206۲ :۲ :۱۵ ما 1ع1 صم ومامرصهه مود تمام 0۵2 106۳۳2 روطتوم 
و۳۲6 :7 ر2ت0ط1٩‏ :6 3961404 :5 مقاتهظ :4 مت :3 ,لها ما۷۷ :2 ,2072ظ :1 
,1۵1005 :14 بوع.1 :13 ,۳16280 :12 رت2عع2) :11 ,۱۵72 :10 رقطمتع۱۷ :9 رعتصوعع :8 
397097-4 :20 ,397031-7 :19 ,396128-32 :18 ,۱۷۲2720۵1 :17 ,۴۱۵016 :16 ,101۵0 :15 


۷۷ 


"مجله نهال و بذر " جلد ۳۷ شماره ۰۱ سال ۱۴۰۰ 


۷ 1 7 3 4 5 6 7 8 9٩ 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 
3 


تصویر ۵- الکتروفورز محصول وا کنش زنجیره‌ای پلی‌مراز در نمونه‌های سیب‌زمینی با استفاده از آغا زگر 
5 (نشانگر اختصاصی ژن ۳2. 
شماره ۱ تا ۳۰به ترتیب از چپ به راست بیانگر 1۷ مارکر (00 100 ۱: 397031-11 ۲: 397007-9 
۳ 397082-10 ۴: 397081-1 ۵ ۶397031-1: 396151-5 ۷ 39707472 ۸ 39708681-4 396309-7:4 
 397045-13 :۱۳397045-7:1۲ ۰. 397067-11 :۱۱ 3970096۰‏ ۱۴: .۰ 2072ظ۳  .‏ ۱۵: 3961404 
397045-1:1٩ 397007-16  :۱۸397007-4 :۱۷ 397008-14 ۶‏ ۲۰: ۳۳۲۵0 ۲۱: ۸02 0۵2۱:۲۲ 
۳ ۲۴ ۳۱۵۳۲۵5 ۲۵: ۱1۵11 .۰ ۲۶: مامووم . مها .۰ ۲۷: ملهمصص . 0272:7۸ ۰ ۲۹: 1۵21162 
۰ 397015-11 می‌باشند. 
۵2 ره تمصناور وتا وعموامصمع متقاممر 0مصتصصقن ۵۴ مهن فتفعنمطم۳۱۵۵00 .5 بعز۲ 
ب397031-11 :1 ,(10000) 12067 :۷۲ تاطعتد ما لق1 حجمق ومامع. برمتمومو تمتلتم-۵2) 
,39707472 :7 ,396151-5 :6 ,397031-1 :5 ,3970811 :4 ,397082-10 :3 ,3970079 :2 
:14 ,397045-13 :13 ,397045-7 :12 ,397067-11 :11 ,397009-8 :10 ,3963097 :9 ,39708681-4 :8 
,397045 :19 ,397007-16 :18 ,3970074 :17 ,397008-14 :16 ,3961404 :15 مهتا2ظ 
,۵95642 1۲200 :26 مهاا121]۵ :25 روعصصم۲۱ :24 ممتل0ض1 :23 وله00 :22 مق‌صتن۸ :21 بهتصصر۲ :20 
397015-1 :30 و16۵2116 :29 رقتقن :28 م1۳00212 :27 


مقایسه نتایج آزمایشات بیولوژیکی و شد که دارای یکی از دو ژن 7و یا ۳2 
مولکولی نشان داد که با یکدیگر مطابقت دارند بودند. در مقابل در هیچ کدام از ژنوتیپ‌هایی که 
به‌طوری که ژنوتیپ‌هایی که در آزمایشات در آزمایشات بیولوژیکی حساس ارزیابی و 
گلخانه‌ای به عنوان مقاوم از نوع 71 ارزیابی و شناسایی شدند» نشانگر اختصاصی مرتبط با این 
شناسایی شدند» با آزمایشات مولکولی مشخص ژن‌ها تکثیر نشد (جدول ۵. 


۷۸ 


۷۹ 


جدول ۵- واکنش بیولوژیکی ارقام و کلون‌های امیدبخش سیب‌زمینی به ۳۷۴ و مقایسه آن با نتایج نشانگرهای مولکولی 


56 16012127 مه ۵ فااناوع۲ ۱۳1 مموتتهم‌صصمن ‏ ۳۱۷۸ م ععمما مصاعتمصمتم 0صه مایت مقامم ۵۶ ۲62۵10 ۲1010821621 .5 201[ 


واکنش بیولوژیکی واکنش بیولوژیکی وا کنش بیولوژیکی 
101022( کلون ردیف ۳1010 رقم /کلون ردیف 00202( رقم ردیف 
2 09 ۹20 عصمان ۰ ۰ 2 . 0۶ ۵20102 مصمات هنن ...992 ...۲ ۹0 عهتانتن 0( 
چ شب 5 397045-3 41 ّ چٍ 5 م۳۵ 21 _ِ یک ۳11۳۴ ٩022‏ 1 
٩ ِ 5‏ 3970074 ۰ 42 ت ِ 5 واه 22 5 س ۳ 1 . 2 
یت تِ 5 397031-1 43 ید 5 2 23 ِ تب 5 022 3 
ِ ۳ 4 14 44 ‌ِ ِ 4 07 ۱۵ 24 ِ ِ 4 ومنت2/. 4 
 397007-6 1‏ 45 ‌ِ ۳1 اعتص. . 25 س 11۴ 1 5 
+ ۳1 397015-1 ۰ 46 ک ۳1 ۰-2 26 تِ ت 5 / ۵ 6 
ِ + ۳1 3961515 47 + 4 ۰.06 27 تِ 5 عاعصوط. 7 
+ ۳1۴ 3970974 48 5 ۰-2 28 + ۳1۴ ۵ 207 ۰ 8 
ِ 5 3970079 ۰ 49 ک + ۳1 02 .۰ 29 ت 5 8 . 9 
ت ت 14 957ص صشث"50 تِ ت 14 همع .۰ 30 ت ک 5 006 ا". "10۵ 
تِ ۴ 11۴ 263097 51 5 تِ ۳11۴ 91012 31 تِ ۳11۳۴ ت۱۱ 11 
چن - 5 2-0317 52 5 بت ۳11۴ 1۹2005 32 ت س ۳1۴ 2 - 12 
1 397031-6 53 5 صهله927 33 5 + ۳1۴ 8 3۳۵ "133۵ 
نت ى‌ 5 397008-4 54 تِ 0 ۳1۴ ۱۹/۹ 34 _ ت 5 ۳ 
_ 5 3970098 55 5 بت ۳11۴ ۳290 35 ی ت 14 1۵ 15 
+ 4 0-4. 56 5 ۳22-1 36 ِ ‌ 5 ۰.22 16 
 397045-1 4 +‏ 57 ک تِ 5 397081-1 37 تِ ِ 11۴ ۵. ". _ "17 
ِ + ۳1۴ 397067-1 58 ک + ۳1  397082-0‏ 38 ِ ‌ 5 ۱ 
 397031-1 4 + ِ‏ 59 + ۳1 3961282 39 + ‌ ۳1 22 .-. 19 
تِ ۹ 144 40۵ ب 5 ۰-2 20 


1۴ واکنش مقاومت فوق حساسیت. 1۴ واکنش مقاومت بسیار بالا» 1۴ مقاوم» ۳ حساس. 
م۵۵ :9 رتطهاوتوم؟ ٩‏ رعصهاوتعی؟ مصصم ۳ تا رممصهاوتومف؟ ۷۵ا1فممونممو۲ :۲۱۳۴ 


غربالگری بیولوژیکی و مولکولی برخی... 


"مجله نهال و بذر " جلد ۳۷ شماره ۰۱ سال ۱۴۰۰ 


سپاسکزاری امکانات لازم برای اجرای بهینه این پروژه 
داده های مورد استفاده در این مقاله از پروژه تحقیقاتی را فراهم آوردند سپاسگزاری می 
تحقیقات شماره ٩۳۱۶۱-۰۳-۰۳-۲‏ مصوب کنند. از آقای مهندس علی نصراللهی که در 
موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر بود. کلیه مراحل اجرای این پروژه تحقیقاتی کمال 

نگارند گان بدینوسیله از مدیریت آن موسسه که همکاری را داشتند نیز تشکر می نمایند. 
3 ۱۱3 


۲ 2013۰ .[ ,2116۲ 2110 وم ۳0۱۵21 .۷ .۵ و601 وم و۷۷۵ وی ۱020۷200 
۱2۵ 220 ۲۵۰۱ تقاتصصته تمعن مط ممواهها مصتطونتمصتاوت 1۵۲ قاممه تقلتمعآمهصه ۵ 
277-1۰ :56 1۵962۲00 م۳۵62 .001200 010محاع) ما ععصمع معصهاول8ع6؟ مره 

0 ۵0۱0۵۵۵ ۲۷ 1۶ .وومین همه ۵۶ 0فظ بهه ۷ اومتاوتاها .2019 ووتامصوطمص۸ 
۳۵۲5۱۵(۰ ) ,0۵ 97 بصع تاه رمتبماتمزرمه20-0-۸ط1ر ۵۶ توافتم .عومین 

مقام طا ممصع]واوع کصهام-عباقصه م4صه. ممتاه»ماقصه فناز ۰۷ 1987 ,12 .3 مق و60۳0566۲ظ۳ 
۶ ۱۳۱565 ۷ .(6086۰) ۳۱ ۰ .۲ رلع۷۷ 06۲ ظ۷۵ 200 ربظ .ل بکا0ظ 06 :1 ,۱16-125 .0۵ .عاصهام 
۰ 3۵ ]. بم226010۵ ۷۷ ,۳۵۵06 .ممتامن0۲۵ مقام0 5660 4صع وعمه00 

ما0 ۳0 مصمع 7۵۶ ۲۳۵ 1999۰ ,۲ مهات ۱۵۱۲ 2۳0 وت ۰( ۲20۱60۴006 ومق۸ ۳۴6۱021۳2۳6 
1-0۰ :11 0601 ۳۱۵۲ .۲65۵08865 062 ااهع مه ومصه)وتوع۲ من ملهتهم۵و قامومع 

۰ ۳20۵۱۵۵۵۵۵۵ 200 منک ق120۲ ما ب006۵ مق ۳6802۳0۳296 
0 0۳ 1901210108 معط 07 آممه 2 قه موی ممافومتووه معط اتهاهدهامتهخ۸ 
73-۰ :21 10۱21 )۳۱2 .اوه صا فیام10 ۲۸2 ع) مه ممتهم‌نآمم2 :وعصمع 15]2806و۲۵ 

ماقام 2072۵0 گم ولقتهط ممتاعتآونه ‏ 0270صهاو ۵ ومعلعع۳۳۵ .2007 ,۷۲ و۳۴0816۲0216 
۰ 126 ,۳۵۲۲ رتماجعن ماهاوط امصمتامصه‌اصا .ماه وماجتمموم آقصمتامصماصآ مخ عمقمام 

۴ ۵0000 ماهامممن مها ۵۴ ممتاوا۵ا02120) .1977 ۸۱ م۸025 200 ود ۱ 012 
۶ ما0 .عمویا تصعام ۵۶ ممتاهعاع مطا م۶ توحووج )صوماعمومصیتصصمد 0م>اص]-عصرمقرم 
475-۰ :34 وع۷۱۵10۵ 0۲۵90۲2 

۰ 280 2 ۷۲۷۱۵۹۵5 ۳۵۱۵۵ 10 ععصهاولوع وه ففنلناه هام06 .1970 .6 6006۵۲۵2 
309-۰ :25 ۲۱۵۲6010۲ 

و ۰( ۱۷۲226 وم ما و۲۱۵0 ۷2 و.ل ۲۱۰ ,۱2100061۲5 ویخل ۲۰ .1 و660056)61ظ ول ,۳01 06 
۰ ,۱۷۲ ۲۲۰ .(] ,5۱06661۲61۲ ۷2۲ 2110 وگ 56606۲6 وم ۵26۵۳8022 و.ل .۸ 16650۳021 
مصتطوتامن( امهانهتوض »1۵ فاصم .ممتامبلمم مهام۹660-0 280 وعماهامم 0۴ ووعن] ۱۷ 
۰ 237 .۱۵۱۵۵۲۱2۴006 م1 ره‌مصتصهعه ۷۲۷ .2)109اصم نیم10 200 

.1997 ۰) ۰( ۵۱۱۵0۵۵۵06 2۳00 وت 6۵002۲0 وود وتعاکانا و۸ ,۲۵۲5۲60 و.۷۷ و012[ 16 


غربالگری بیولوژیکی و مولکولی برخی... 


6 ۰ 0 ۳0205 2 ۷۳ ۳۵/۵/0 افطلهعه عصمع ومصه]ولوع۳ 8۲9005101۷6وظ مها0۵ 
246-۰ :95 068۵1165 ۸۵1160 20 آهعتا۰۲3۵۵۲۵ ,5 8مط0ومصمدام ج۵ تفافتاه مظعم 

ولهمتصمطهم) دام آهتم۳۵(۵/1 ,2013 ۸۸ و12۲ 200 ویک ب211182 ومل[ و9110 وم وا1/761 
.487-۰ :50 اهطوم)هه)ض1 مهعوم ۳۵۵۵ ,16۷716 0020-22 

عام‌ام6۵ 1۳6 .1988 ,) .ل و15560ا0۵۱۲۱6) 2۳0 وه .ل وا0ظ مم۱۷ .ل ,۲۱ با0600156] ودل ,۱۷۲ نت۳۲۲ 
۱6۷7۵۱ 2610 مصتصصیح فطا 2 ومتعمامحصمط ما صرح 2 می ۳۵/۵۵ ۵۴ ومجمنا560 00۵160006 
1789-8۰ :69 ۷۱۲۵۱۵۵۲ ات06۵ ۵۶ نانز ,عمعویویژن ۲۵۲۸ 060صو)و عنام فتامتته۷ 

0 ۲۵2۵10۲6 ۷7۵لوص۵وز۵موط مرامووو فنانا۳ 20 مگ۵01مو مرتامتیع صتعاگ ,1990 2۰ ۸۰ :1 و0965 
93-۰ :117 ۲۱0۱027 ۸۵۵۱۱60 0۶ عاقمصن .وه تاانه ماقامم مد ومویا ۵0ج ص۳۳ صمتام1016 

۲ ۷2۵۲ 2100 ویخا ,۷۲ .۸ .لا .ل ۷۵۵۲۵ 06۲ ۷۵۳ ومظ ۲6۱۱02011916 مش .ظ مک 120۷۱۷62 
۸۰ 1000۵۲۵9960 20 فصمتاهم‌نآمرنل ونامآ فص ۵۶ عطامن2 .1999 ,6 به ۲ وعوو0 ۱۷ 
امماوردام ها 2060اوتالز وعحجمصمع ععآم‌صصمی صم ععصفع گ۶ه عصتصماه 2۵-2960 مه واه 
۱ 0080068 ۸۱160 فص ۳۵۵۲۵)1621]. .۵۵)200 10مامهتاعا صا فیاهم1 ۵ مطا ۵۶ فلوراهصه 
679-۰ 

0 واصهام ۵۶ فحصوتصعطه‌عصظ ممصماولوع امتنتع ,2006 ۳۰ ءل و2۲ 2۳00 ومع ماهر[ 
۰ 547 .12005مطع۱۱ م1 ممصتنمگ .ومون 

ول م۲۱6۲02۲6[20 وب۷ ۷1200221 ویک 2و۱ ویک )۳۵۵۲۱۵۱۵۵۸ مماط وتا و1۷]26 
تهلنهع۵۱] .2014 م۸ ۲۷21۲62 200 منک ۳۷۹6۵۲۲۵06 ۷2۲ مه والا96191-۳0و۲۱0 
۰ 1۱166280 وب1 ۷ .15012065 2 کی ۳۵/۵/0 صهتصهت] ۵۶ وی 610 4ج ممته0)۵2 ههد 
,338-4 

ماعامم ات۱ ۵۴ اصمن‌مام۱۵۷ .2018 ,۲ و۱۵۳6 200 وم و6۲12( وم 07۱2۷126 
وم ۵۲ تقصصامل مصلا۳ 2۲ مد ۵۲۵۸0 290 ۲ میرز< ۵۲۵0 1۵ ععصعتعآها ۷2۲160169 
.55-9۰ :4 ومتاممع6) 200 ۳۳۵۵01882 

۰ ,۱۷۲ ,علصوها حصوهام‌صمع ماجقامم مق میا مزر رز ۵ جمتلعع‌ن .2001 ۱۷۲۰ مطاع0صعبهزد۳ 
۰ 185 ۲۲۵۳0۰ رصحتطه آ ,ااو۵تصنا فعتعل۱۷]۵ )۲2۲۵12 ,وتوعط [ 

]۳ .1991 .) 6۵00۵۲06 200 و.۳ 9212000 م۸ 2170106ظ و.ا 1۳60606 وءل و116 
0 915]2000ع۲ مصصوایه مصاآم‌طومه قعصمع ۳۵ ۵۶ فممطمومصصمتدا مقامم صم 020۵12 
.81-5۰ :227 0۵۵۵65 [ه۵۲ع0۵) مج تهلیاهع۱۷]۵۱ ۳۱۷۰۸۰(۰) 2۲ رز 0زما۳۲۵ 

وه ۲۱۵1019 وءت] با260100ل و.ط وکلا[۲2۱۵۵ ما 205166 وگ م۸016175 ومع .۰ مک متمطامطهد 
کصهام 10 و۲0 ,2011 ۳۰ ماکنت۸۱0 200 و.] 200686 ویک ۹20106۲5 وعظ م۲۱۵0 
.938-4 :12 ۳۵۲۵۵۱۵2۷ عصعاظ تهانهعا۷۵ .وعمامطهم مها تهلناهعامصظط صا وفوتا۷1 

۰ ۲ ( باع۸۵6 200 وق .1 22100 وعظ ۲۱۵0200 ود م۲ مطل50211۳02106 


م06 صا (2ب 20 عم 2 مر ماو 0۴ عمعصمع ومصهاولوع۲ موه ۵۴ صمتاهت ۳۲۷۵ 


۸۱ 
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.251-7۰ :125 ۳۲۵)۲۵۵08 200 و۱192 کصعاظ ۵۶ امصتتاوژ .ععمتوامصهع ماها00 

٩. 2012. ۲۱0۱0821621 0‏ ,۱۵7221 200 ماگ ۲2۲22۵0/2 وم م۳۵۲۲۵110 ولا و0112 5010 
۰ ۳۲۱2۱۱۵02 و۲۳۵ وماعآ0و1 2 مد ماو ۵ ۵ صمتاه2تمامهتقده تقلنا۵ع۸۵1 
۳۵۲51۵۳۰ 18) 119-130 :80 وعمامطهموم) و۳ مج وم ماممطمتص۴ 160آضج خر 

-60۳0۵۱8] وءط مف2۳0۳0۵0] ود ۱۷۲21111061 یط ۲2206۲۵ وین) و2682( وگ ,1۷6۵۹5018 ] 
۰ ,ل ,5۵6۱۵۱06۱0216۲ 2۳00 ول ول۲۵۲6)6 ول و6۲۵ ۷۷ وم بلا ۲۱02۵ .1 101۳010۵ 
۰ 0۲66011186 )صهاجر صهوم۵تنا۳ طا فلتمامرقط 0عامانامل 0صه وتمانممهر تهلنهعآ۱۷]۵ 
305-۰ :158 62 وطامنا۲ 

6 1 ۲ومانا1 رم۵۵ اصمصصرمای ب۸ ۵۴ ممهآنامع۳ .1988 2 ۷۷2۲۵8۵ 2100 و۷ ۱۷۷۵۱00 
4ص تملنمع۱۱۵۱ موز کحمصماه ماماهوممجصجط تماماب۱۲ 1200176 ۵۶ 7۵ امه مه ۳۷100 فمصا 


6600۲21 00860168 211: 27-4. 


۸۲ 


